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グサ ア毒によるC6 グリ オ ー マ 細胞死 の比較研究
金沢大学医学部附属神経情報研究施設情報伝達研究部門 (主任 : 加藤 聖教授)
石 田 外 樹
神経細胞死研究 に比べ て グ リ ア細胞死研究 は大きく立ち遅れ て い る . そ こ で , グリ ア 細胞 に選択的な障害を起 こす グリ
ア毒を用い て ･ そ の 毒性を探 る こと に より グ リ ア 細胞死の分子機序解明を試み た･ モ デ ル 系と して C 6 グリ オー マ 細胞を用い ,
D I/ α - ア ミ ノ ア ジ ピ ン酸 (D La - min o adipic a cid, D L- α A A A) と 6･ アミ ノ ニ コ チ ン 酸ア ミ ド(6- amin onic otin amide, 6TA N) の
2種類 の グリ ア毒を加えて培養 し, そ の影響を検討 した ･ 10mM D Lα TA A A の添加 に より C 6細胞 は培養 14～ 16時間以降次
第に萎縮 し始め , 24～ 36時間で ほぼ 大部分の 細胞 が死滅した . → 方, 1m M & A Nの 添加 に よりC 6細胞 は20 ～ 24時間以降次
第に膨化 し始 め , 48時 間で ほ ぼ 65% が死滅した ･ ま た , D Lα TA A A添加 に よ り, 細胞 内グ ル タ チ オ ン (glutathio ne r edu c ed
for m, G S H) 量 は速 や か に 減少し, 16時間以降ほ ぼ 完全 に枯渇 した . 一 方 , & A N添加 で は , G S H量の 減少 は比較的ゆ っ くり
起 こり, 24時間以降でも対照備 の 25%は残存 した ･ D Lα 功A A処理C 6斉田胞で は , 16時間で 対照 の 約3倍 の 活性酸素種 (主と
して H202) の蓄積 が認め られ た ･ 一 九 6rA N で は活性酸素の 蓄積 は い ず れ の 時点 にお い て も認 め られ なか っ た . ま た , 膜 の
過酸化脂質量 を測定したと ころ , D Lα 一A A 添加 に より1 6時間で対照 の 約2倍 の 蓄積が認 め ら れ た . 一 方 , 6rA N添加 で は村
照値 と同 じで あ っ た･ 更 に, 抗酸 化剤 ビタ ミ ン E(100〃 M) の 影響を見 た と ころ , D しα A A A摩発細胞死 は完全 に抑制され
た が, 6rA N誘 発細胞死 に は無効 であ っ た . 6,A N細胞死 の メ カ ニ ズ ム を探 る た め , N A D P Hの 主要 な生成過程 であ る ベ ン ト ー
ス リ ン酸 回路 の代謝物中間体 であ る6- ホ ス ホ グ ル コ ン 酸 (6-Pho sphoglu c o n ate, 6-P G) の 細胞内濃度を測定 した . その 結 果, 6q
A N処理20時間で 6-P G は対照の30～ 5 0倍 増加す る こ と が わ か っ た . 更 に細胞内A T P含量 は 6rA N処 理20時間で対照 の 20 % に
減少 し, それ以降ほ ほ 完全に枯渇した ･ ニ コ チ ン 酸ア ミ ド (1-5m M) の 同時添加 に より, 6,A N処 理 によ る細胞死, 6-P Gの 異
常蓄積, J m 含 量の 減少 は, 完全 に抑制さ れ た ･ 次 に細胞核 D N A の染色像を検討 した と こ ろ, DI: a A A A処理20時間で顕著
な D N Aの 濃縮 , 凝乳 断片化が観察され た ･ 一 方 , 6rA N処 理で は , その ような濃縮, 凝集 , 断片化は 認め られ ず代 わり に核
の膨潤化 が観察された ･ 以上の 結果か ら, D Lα A A Aの 毒性機序 は シス チ ン/グ ル タ ミ ン酸交換輸送系を介 した シス チ ン 取り
込み の 阻害 に より G S H の減少枯渇･ それ に続く活性酸素の 細胞内蓄積 に よ る酸化的ス ト レ ス 死が 考えら れ た . 一 方 , & A Nの
毒性機序 は酸化的ス ト レス 死で は なく, 6 通Nか ら6- ア ミ ノーN A D Pの 生 成 に よ る N A D PH 産生阻害, 6-P Gの 蓄積 お よび それ に
続く解糖系の阻害 に基づくÅTPの 減少枯渇に よ る 細胞死が考えられ た.
X by w o rds D Lα - a min o adipic acid, 6-a min o nic otin a mide, glial c ell de ath, glutathio n edepletio n,
ATPdepletio n
緒 言
最近 の ア ポ ト ー シ ス 研 究の 発展 に は 目覚ま し い もの が あり ,
この 傾 向は神経系に お い ても例外で はない . 特 に脳虚血 に端 を
発 した グ ル タ ミ ン 酸受容体の サ ブ タ イ プで あ る N- メ チ ル _ D_ ア
ス パ ラギ ン 酸 (N- m ethyl-D-a Spa rtic a cid, N M D A) を介した神
経細胞死研究は爆発的である1}2). その 結果 Ca2十イ オ ン 3), 一 酸
化 窒素4), 活性酸素5)等 の 関与 が次 々 と 明 ら か に さ れ て き た .
一 方神経系に お ける もう 一 つ の 細 胞要素である グリ ア細胞 に つ
い て の 細胞死研究 は神経細胞 と比 べ て 大きく立ち遅れ て い る の
が現状 である . 我々 は数年来 , C 6 グリ オー マ 細胞 を用 い た モ
デ ル系や網膜 グ リ ア細胞 (ミ ュ ー ラ ー 細胞) を対象 と して こ の
グリ ア 細胞 死 の 研究 に取り組 ん で きた . 上 述 の グ ル タ ミ ン酸が
N MD A受容体 で は なく , 比較 的 グ リ オ ー マ 細 胞や グ リ ア細胞
に豊富 に発現 し て い る シ ス チ ン/グ ル タ ミ ン 酸交換輸送系 ( 細
胞内の グ ル タ ミ ン 酸を細胞外 に , 逆に 細胞外の シ ス チ ン を細胞
内に取り込むア ミ ノ 酸輸送系) を介して細胞死を引き起 こ す こ




っ まり細胞外 へ の グ ル タ ミ ン 酸添加 によ
り, シ ス チ ン取 り込み が 阻害 さ れ細胞内の 主要な還元物質 グル
タ チ オ ン (glutath idn e r edu c ed fo rm, G S H) が 減少枯渇 し細胞
死 に到 る と考え られ る . 他方, 従来 よ りグ リ ア細胞 に選択的な
細胞障害を起 こ す種々 の 物質, す な わち グ リ ア毒 と して 記載さ
れ る 一 群が 知 ら れ て い る 9 ト 12). しか しなが ら, これ ら グリ ア毒
の 研究 は主 と して 形態学的な研究 に限 ら れ , そ の 毒性 に関する
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ダ リ ア毒 によ る グ リ ア細胞死
細胞内あ る い は 分子機序 は多く は不明 の ままである . そ こ で,
これ ら ダ リ ア寿 によ る グ リ ア細胞死の 機序を僻明す る ため に,
DI] α 一 ア ミ ノ ア ジ ピ ン 酸 (DI] α - amin o adipic a cid, DIJ α A A A)
l 割
と6- ア ミ ノ ニ コ チ ン酸 ア ミ ド(6- amin o nic otin a mide,6rA N)14)を
選び検討 し た. D しα rA A A は グル タ ミ ン 酸と比 べ て 側鎖の 炭素
が 一 個 だ け多い ア ミ ノ 酸で あり, 先 に述 べ た ト ラ ン ス ポ ー タ ー
系を介 して G S Hを減少, 枯渇 させ る こ と が 予想 され る . また ,
6.AN は生体内 の 補酵素 N A D や N A D Pの 構成成分 と して 重要な
ニ コ チ ン 酸 ア ミ ドの 類似物質で , N A D P Hの 産生を阻害す る
15)
と 言 わ れ て い る . G SH は グル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ
(glutathio n epe r o xida s e) に よ り 酸 化 型 グ ル タ チ オ ン
(glutathione oxidized fo r m, G S S G) になり, こ の G S S G は
N A D PH依存性 に GS H に還元 され る. そ れ故6rA N に より GS S G
か ら G S Eへ の 還元量 が減少す る こ と が 予想 さ れ る . 以上 の 理
由か ら こ の 2 種 の グ リ ア 毒 に よ る 細胞死機構が G S Hの 減少枯
渇ひい て は 活性酸素種 (r e activ e oxy ge n spe cie s, RO S) の 蓄積
に よる酸化的ス ト レス で 説明でき るか 否 かを比較検討 した .
材料 お よび方法
l. 材料
培養細胞 と して, ラ ッ ト由来 C 6 グ リ オー マ 細胞 を 用い , 5%
牛胎児血清を含 ん だ ダ ル ベ ッ コ 変法イ ー グ ル 培地 (Dulbec c o
'
s
m odi 鮎d Eagle m ediu m, D M E M)(Gibc o, Gr a nd Isla nd, U SA)
にて3 7℃ で培養 し た16). D M E M中の シ ス テ ン 濃度 は200FL M
であ っ た . D しα 通A A(Sigm a,St. Lo uis, U SA), 6TA N(Sigm a)
やその 他 の 試薬 は培養開始時 に培地に添加 した .
】l. 細胞死 の判定
細胞死 の 判走 は 全細胞 中 の 乳酸脱 水素酵 素 (la ctate
dehydr ogena s e, L D H) 活性に対す る培養液中に遊離 した L D H
活性の 比率 に よ っ た17-. 培養 し た全細胞 をか き集め , リ ン 酸緩
衝液 (pⅢ7.4) で ホモ ジナ イ ズ し, 4 ℃ で 20分間 12,000Ⅹg遠心
し , そ の 上 清 の → 部 と , 培 養液中の 山 部 をそ れ ぞ れ 採取 し,
560n m の 吸光度の 増加 を測定 した .
=L グル タチ オ ンの 定量
細胞内の GS H量 は , S Ⅲ基に 特異的 な蛍光 プ ロ ー ブ4- フ ル オ
ロ ー 7 - サ ル フ ァ モ イ ル ベ ン ゾ ブ ラ ザ ン (4-flu o r o- 7 -
sulfa m oylbe n z ofur azan) (和光, 大阪) を 剛 一た 高速液体 ク ロ








- ジ ク ロ ロ フ ル オ レ ッ シ ン
ジア セ テ ー ト (2' , 7' -dichlo roflu o re s cin dia c etate , D C F HMD A)
(Mole c ula rPr obe, Euge n e, U S A) を用 い た . こ れ は細胞内 に取






ロ ロ フ ル オ レ ッ シ ン (2, , 7
'
-dichlo rofluo re s cin) に変化 し, 細




- ジク ロ ロ
フ ル オ レ ッ セ イ ン (2' ,7
'
-dichlo roflu o re s cein , D C F) を生 ず る.
C6 グ リ オ ー マ 細胞を薬物処理後 , 各時間 に細胞を集 め, ハ ン
ク ス 塩類溶液で洗浄後 , D C F H- D A(10m M) を加え, 37 ℃ で
15分間取り込ませ た . 4 ℃ で5分間3000Ⅹg遠心に よ り, 末結合
の D C F H- D Aを洗浄 し, 再 び ハ ン ク ス 液 を加え37℃で 60分間
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イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た . こ の 前後 で蛍光強度 (488n m励 起波
長, 525n m蛍光波長) を測定し た
19)(蛍光分光光度計F 2000乳
日 立, 東京). 細 胞の 自家蛍光は1 0% 以下で あ っ た . D C Fの 標
準曲線 (仙 600nM ;和光) を用 い各サ ン プ ル の 蛍光強度か ら ,
単位時間お よ び 蛋白量あ たり産生 さ れ る D C F値を計算 し ,





膜 の 過酸化脂質量 は チ オ バ )L/ ピ ッ ー )t/ 酸 (thioba rbitu ric
a cid, T B A) と の 反 応 で 生 成 す る マ ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド
(m alo ndi aldehyde) を定量 し評価 した . 対照お よ び薬物処理 し
た C 6細胞を集 め , T B A試薬を加え沸騰水洛中で 60分間反応
させ た . こ の 反応 で生 じた赤色の 生成物を励起波長515n m, 蛍
光波長55 3n m で測定 した17)(F 2000塑, 日立).
V】. 6･ ホ ス ホ グル コ ン酸の測定
6- ホス ホ グル コ ン酸 (6-pho sphoglu c o n ate, 6･P G) 量は6- ホス
ホ グ ル コ ン 酸脱水素酵素(6-Pho sphoglu c on ate dehydr oge n a s e,
臥P G D E) を用 い る比色法で求め た . 細胞 浮遊液 に0.6 N過塩素
酸 (1m M E D T Aを含む) を加え4 ℃ で2分間 12,000Ⅹg遠心し,
上 浦 を3 M炭酸カ 1)ウ ム (potas siu m c arbo n ate, K2C O3) で 中和
した . こ の 中和上 常 に0.1 M グリ シル グリ シ ン 緩衝液(pH 8.0),
7m M MgC12, 11m M N A D P(オ リ エ ン タ ル 酵 母, 東 京), 6-
P G D H(Bo ehringe rM an nheim , M an nheim , Ge rm any)0.24 Uを
加え37℃で10分間反応さ せ た . 340n mの 吸光度の 増大か ら生
成 し た N A D P H量を求め , 6-P G量 を算出 した 21).
V)I. 細胞内A T P の測定
A T Pの 測定 は ル シ フ ェ リ ン ･ ル シ フ ェ ラ
ー ゼ (lu cife rin -
1u cife r as e) を用い た生物発光法に よ り行 っ た . 細胞 浮遊液 に
0.6 N過塩素酸 (1m M E D
′
IAを含む) を加え撹拝復4℃で2分間
12,000Ⅹg遠心 した . 上 帝を3M K2C O3で中和後, 25m M H E P ES
薇衝液 (pE 7.8) と 発光試薬 (キ ッ コ ー マ ン , 野 田) を加えて
発光量を ル ミ ノ メ ー タBI 鳳201型(ア ロ カ , 東京)で 測定 した
22)
.
A T P濃度は標準曲線 (0.1-100nM) よ り求め た .
V[ll. 核D N A の蛍光染色
D N A に特異的 な蛍光色素 H 33258(Molec ularPr obe) を用い
核染色を行 っ た . 対照お よ び薬剤処理細胞を集 め, 10%中性ホ
ル マ リ ン にて5分間固定, 蒸留水で洗浄後, H 33258(8/∠g/ml)
で 5分間染色 し蒸留水 で洗浄後, グ リ セ リ ン で 封入 し た. 蛍光
は励起波長370n m, 蛍光波長500n mで 観察した23〕(蛍光顕微鏡
U F‰ⅠIA塑, ニ コ ン , 東京).
〉…. 統計処理
生化学的定量実験で は結果 を平均値 ±標準偏差 反 ± S D) で
表 わ し, 2群 間 の 平均値 の 差 は Stude ntの t テ ス ト にて 検定 し
た .
成 績
l. C 6クリ オ ー マ 細胞 に対す るクリ ア 毒 の影響
C 6グリ オ ー マ 細胞 (1.5Ⅹ1 0
6
細胞) に D L- α ,A A A(10m M)
を添加す る と , 24､ 36時間後 に は 殆 ど の 細胞が 萎縮 し死滅 し
た (図I B). 一 方, 6 A N(1m M) を漆加 した 場合, 36～ 48時
per o xide; N A, nic otin a mide; N M D A, N- m ethyl- D - a SPartic a cid;6- P G, 6-Pho sphogluc o n ate;6
-P G D H, 6-
phosphoglu c o n ate dehydr ogen ase;R O S,r e a Ctive o xyge n species;T BA, th iobarbitmic acid
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間後, 大部分 の 細胞 は対照 (図1 A) に比 べ て , 薄くなり膨潤
化 し た ( 図1 C)∴ 次 に細胞死 の判寵を培養液中 に放
■
出 され る
L D H活性 に よ り評価 した と こ ろ , D しα -A A A添 加で は培養14
､ 16時間以 降次第に細胞死が観察 さ れ , 24時 間後で は25%, 48
時間で は 5% が生存す る の みセあ っ た (図2). 6 A N添加 で は,
細胞死 は D しα ,A A Aと比 べ て 遅く24時間で は70%, 48時間で も
32 % が生存した ( 図2). なお , D しα rA A Aの 細胞死 に対す る
Fig･ 1･ Ce11m o rpholog yof C6 glio m a c ells tr e ated with
glioto xin s･ (却In c o ntroIc ultu r e. C 6glio m a c ells(1.5× 106
Cells) w e re cult r ed in the standard D M E M fo r48 hr. (B)
wi th 10m M D Lα TA A A. Expo s u r e of C6c elsto D しα 功A A
fbr36 hr resulted in deta chm ent血･O mthe su rfa c e of dishe s
and瓜otatio n ofcellsin the m ediu m. Alm o stallcelsdied. (C)
With lm M 6rAN. Expo s u r e of C 6c e11sto 6A N fo r48 hr
re sulted in the con spic u o u s s w elling of the cells as com par ed
W 氾1 CO n仕01. × 100.
E D5一}は約4m M , 6TA Nの E D5｡は約0.1m M で あ っ た . した が っ て
以後 の 実験 は, 通常10m M DI] αrA A A,･ 1m M 6 A Nを用い て行
っ た .
1Ⅰ. グル タ チ オ ン に対するクリ ア毒 の影響
DI: α -A A A お よ び6-AN誘発細胞死 に対す る生 体内還元物質
G S Hの 関与を探 る目的で , 各培養時間 に お ける G S H濃度を測
定 した ･ D しα 功 A A処 理 で は, 比較 的早期か ら 減少 し, 8時間
で は対照 の 約2 5%, 16時 間で は 10%以下 に減少 し, そ れ以 降は
枯渇 し た ( 図3)･ 一 方, 6rA N処理で は8時間で対照 の 約50%,
16時間で3 5%, 24時 間で25%に減少 した (図 3).
= ･ 細胞 内活性酸素種蓄積に対する グリ ア 毒の 影響
C 6 グリ オ ー マ 細胞 に対 し て, DI] α rA A A と 6TA Nの い ずれ も
が G S Hを減少 さ せ た の で , その 細胞内機序を探 る目的で還元
物質G S H減少 に よ る酸化的ス ト レ ス 負荷を想定 し細胞内R OS
の 蓄積量 を生化学的 に検討 した . D しα -A A A処理で は , 8時間
まで は 著変なく , 16時間 で約 3.0倍 , 22時間で は最大3.3倍 に
増加 した (図4). 一 方, & A N処理 で は24時間以降に お い ても
有意な D C F産生 は認 め られ なか っ た (図4).
肌 細胞膜過酸化脂質 に対するグリ ア 毒の 影響
細胞内活性酸素種 の 細胞内タ ー ゲ ッ トの 1 つ は生 体膜 の 不飽
和脂肪酸で ある ｡ そ こ で 細胞障害 と し て細胞膜過酸化脂質量
(1ipidper o xide, LP O) を測定 した . DIJ α rA A A処理 によ りIJP O
は , 16時 間で 約2倍 , 2 2時間後で最大2.2倍 の 増 加が 認め ら れ
た ( 図5)･ 一 方, 6rA N処 理で は , 対照群 と比 べ て24時間以降
でも有意な増加 は認め ら れ なか っ た (図 5).
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Tim ein c ultu r e(hr)
Fig･ 2･ C 6glio m a cel de athto glioto xin s. The ce11 de athw as
e stim ated by a ratio of LD Ha ctivitY rele a s ed in the m ediu m
again st the a ctivibT Oftotalc ell$ (s eeM ate rials a nd Methods).
A 鮎r 16 hr of lOm M D しα ,A A A inc ubatio n, C 6c ells w er e
gradu ally dete rio r ated and the n alm o st allc ells died. The
Su rViv al tatio of C 6c ells at2 day cultu re wa sle sstha nlO%. In
Cultu r e of lm M 臥A N, C 6glio m a c ells re main edu n changed by
16 hr andthe r e afte rthe C6c ells died slo wly,
′
m e s urviv al
r atio of C 6c ells at2 day c ultu r e wa s abo ut35%. 圏 , DL α 一
AAA･ 四 , & A N, Ea chvalu eis支 ±S D(n=4-6).
ダリ ア毒 に よ る グリ ア細胞死
ン 酸 ア ミ ドの影響
D しα -A A A処理 に より G S Hの 枯渇, R O Sの 蓄積 が認 め られ
たの で , 抗 酸化剤 ビタ ミ ン Eの 細胞死 に対する影響を検討 し た｡
その 結果, D Lα rA A A誘発細胞死 は ど タ ミ ン E添加 に より完全

















Tim ein c ultur e(hr)
Fig.3. Cellular1e v elof G S Ha触 rtre atm e nt ofglioto xin s･ The
c ellula rle v elof G S Hw as dra m atic ally de c r e a s ed bythe
c ultu re of D L, a TA A A. T もe c ellula r c o nte nt ofGS Hw asle s s
tha nlO %of c o ntrolat16hr of in c ubatio n a ndther e afte r
co mpletelydepleted･ In c o ntr ast to D しα rA A A, the de c re a se
of G S H leve by6TA Nw a s slo w a nd the c ellularle v elof GS H
afte r24 hr re main edto30%ofc o ntr ol. 口 , C O ntrOl. 国 ,D Lα -






















-Dichlor oflu o re s cein fo r m ation aftertre atm e nt of
glioto xin s. C 6glio m a c ells w e re c ultu red in D M E Mwith
gliotoxin and D C F fo rm atio n w a s m e a s u red with aflu o re s c e nt
pr obe ,D C F H-D A The rate of D C Fform atio n w a s signi丘c a ntly
in c r e a sedthr e etim e s1 6 hr afte rDI] α-A A Atr e atm e nt. In
c ontr a st, the rate of D C F for m atio nby6 m w a s n otin c re a sed
at a ny c ultiv atio ntim e s. 口 , C O ntrOl. 園 , D L- α 通A A E2, 6-





に抑制 され た (図6). 6-A N によ る細胞死 に対 して どタ ミ ン E
は 鯉効 であ っ た が , ビタ ミ ン B群 の 一 種 ニ コ チ ン 醸 ア ミ ド
(nic otin a mide, N A) を添加 した と こ ろ , 6LA N誘発細胞死 は完

















Tim ein c uItu r e(hr)
Fig. 5. Lipidpe r o xidatio n a c c u m ulatio n aftertre atm e nt of
glioto xin s･ D しα
-A A A indu c ed atwo-fold in c re a s e of L P O
a ccu mulatio n16 hr a且ertr e atm e nt. In c o ntra st, 6rA N didn ot
indu cethe L PO ac c u m ulatio n at any C ultiv atio ntim e s. □ ,
c o ntr ol. 臨 , Dし a - A A A. 四 , 6-A N. Ea ch v alu eis 盲 ±
S D(n=4-6). ★P<0.01as co mpa red withc o ntrol･
Fig .6. Pr ote ctiv e effe ctofvitamin E o r nic otin a mide o n cell
de ath indu ced by gliotoxin s･ C 6c ells w e re c ultu r ed with
glioto xin alo n e o r with glioto mi plu s vita min E (十Vit E)o r
nic otin amide (+N A). Whe nlOm M DI] α TA A Aw as addedto
the m ediu m at thebegin ning ofthe c ultu r e, almostal1c ells
died 20 hrlate r. T he pr e s e n c e ofvita min E (100FL M)
c o mpletely sup pre s sed the DI] a A A Aindu c edc ell de ath,but
n ot the 6-AN indu c ed c ell de atll. On the othe rha nd, the
pr e se n ce of N A(1 mM)c o mpletelyr e scu ed the6 m indu c ed
c ell de ath. □ , C O ntrOl. 儲 , DI] αrA A A･ 四 , 6 也N▲ Ea ch
v alu eis 盲 ± S D(n;4). ★P<0.01as c o mpa red withgliotoxin
.do n e.
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に は無効であ っ た .
Vl, 6- A N に よ る細胞内6-P G の蓄積
6-A N処理 に より , 中等度 の G S H減少が見 ら れ た が , R O S や






















C6 6･AN 6･AN 6･AN
+1m M N A+5m M N A
Tr e atm e nt
Fig.7. Cellula rle v el of 6･pho sphoglu c o n ate afte r6-A N
tr eatm e nt. C6glio m a c ells w er e cultu r ed wi th 1m M & A No r
wi th 1m M & A Nplu sl m M N A fo r20 hr. 6TA N in c re a sed a
C ellula rle v el of 6-P Gs eve r al te ntim e s. Inte r e stingly, this
in c r e a s e of 6-P Ga c c um ulated by 6-A Nw a s c o mpletely
re sto redto a c o nb･01 1e v elin the c o e xiste n ce of N A(1-5 m M).
Ea ch v alu eis 豆 ± S D(n =4).
★P<0.00 1a s c o mpa r ed wi th


















C6 6･ÅN 6･A N 6･A N
+1m MNA +5m M N A
Tr eatm e nt
Fig. 8. Cellularle v el of A T Pafte r6,A Ntre atm e nt. C 6c ells
W e re Cult red wi th6TAN o rwi th 6TA Nplu sN A for2 0 hr.
r
mle
Cellularlev el oLA T Pw asdra s也c allyde cr e a sed by6 A N. Ⅶl e
de cr e as e ofc ellular1evelof A T Pw as co mpletelyr e sto red to a
C O ntrOl o r ov e r c o ntrol by the c o e xistence of lmM o r5 m M
N A, re Spe Ctiv ely. Ea ch valu eis支 ±S D(n=4). *P<0.001a s
C O mPa red with c o ntr ol.
* *P<0.001a s c o mpared with 6q A N
tre atm e nt.
Fig. 9. DN Astalning with H 33258afte rtre atm e ntofglioto xin s.
(朗 Cels(4.0 × 10
5
) w e r eplated a nd in c ubated in standa rd
D M E M for20hr. (B) Whe nlOm M D しα TA A Aw as ad dedto
the m ediu m at the begin ning ofthe c ultu r e, C O nde n s atio n of
Chro m atin m a ss e s and aggregation at the n u cle a r m e mbr an e
pr ogr e s s ed a nd alm o st alln u clei cha nged 2 0 hr afte r
tre atm e nt. (C) Whe nl m M & A Nw a s ad dedto the m ediu m
fo r2 0 hr, n O aP pa r e nt Chr o m atin c o nde n s atio n a nd
ag gregatio n c o uld be s e en, Whe r e as abn o r mal1ysw olle n n u clei
C O uld be se e n c o n spic u o u sly･ Scalebar=10p m ･
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Fig. 10. Su m m a ry ofglioto xic m e cha nis m sfo rD L- α -A A Aand 6-A N･ Le ft: D L
-
α
-A A A inhibits cystin e uptake thr o ugh the
cystine/glutam ate antipo rterle adingto G SH depletio n.
.
Finalけ, th is G S H depletio nindu c e sR O Sa c cu m ulatio n,pa rtic ularlyH202(m arked
with曾)in re spo n s eto o xidative stress, r e Sultingin D L-α 通A Ac ell de athof C 6glio m a c ells. Right: & A N is ea sily pe rrhe ableto c ell
m e mbra n e(i) a nd thu s6- amino -N A D P(6- N H2-N A D P)isfo r m ed. T his 6-N H2-N A I) P inh bits N A D P Hpr odu ctio nle ading to
a cc u m ulatio n of 6･P G, Which is a m ajo r m etabolitein the pe nto s epho sphate cycle. The6-P Ga c cu m ulated furthe rinhibitsglycolysish
-
O m
G-6-P le adingto AT P depletio n(m arked with↓). Fin ally, the A T P depletio n r e sultsin 6TA Nc ell de ath of C6glio m a c ells･ Thick white
arr o w s(¢)indicateinitialm etabolicblo ckade s ofglioto xin s.
(r adic als cav e nge r) に よ る細胞死 の 抑制は認め ら れな か っ た .
しか し, N Aの 同時添加 に より細胞死が完全 に抑え られ た . そ
れ故, 6-A Nの C 6細胞死 に は R O Sの 関与 以外 の 機構が 強く示
唆さ れ た . そ こ で N Aの 細胞死抑制効果や 6-A N が N A D P H産生
を阻害する1 5〉こ と を考慮 して , 生 体内 にお ける N ADP Hの 主要
な生成過程である ペ ン ト ー ス リ ン 酸回路の グル コ ー ス ー 臥リ ン 酸
脱水素酵素 (glu c o s e-6-pho sphate dehydr oge n a se) お よ び6-
P G DⅢ の 阻害
山 20)
を想定 し て, 6-P Gの 細胞内濃度 を測定 した .
細胞内& P G量 は, 臥AN処理 に より, 20時間で対照 の 約30～ 50
倍 と著 しく増加 した ( 図7). また , こ の 6-P Gの 増加 は N Aの
同時添加 (1-5m M) に よ り抑制さ れ た (図7).
Vll. 6-A N に よる細胞内A T P の減少
次 に6rA N処理 に よ り細胞内 に顕著な蓄積 が観察 され た6-P G
は
, グ ル コ
ー ス ー6- 1) ン 酸(glu c o se-6-pho sphate, G-6-P) の ア ナ
ロ グ で ある こ とか ら , G-6-さ以降 の 解糖系を阻害 し, その 結果
細胞内A T P量 が減少す る こ とを想定 し た . AT P量 は , 6rA N処
理に より培養20時間で対照の 20% にまで 減少 し, そ れ以降は枯
渇 した (図8). N Aを同時添加 (1-5m M) する と , A T P量は対
照倦ま たは そ れ 以上 にまで 回復 した ( 図8).
〉…. 細胞核に対するグリ ア 毒の 影響
蛍光色粛 Ⅲ33258 に より核染色を施 し, 核D N Aの 障害 に つ い
て観察 し た . 対照群で は 比較的 一 様な ク ロ マ チ ン (chr o m atin)
染色像が見 ら れ た ( 図9 A). D しα -A A A処理 で は , 20時間で
は顕著なク ロ マ チ ン の 濃縮, 凝集 や 断片化を認 め た ( 国9 B).
こ の 変化は 処理 後14～ 16時間か ら 認め ら れ徐 々 に異常な濃縮
像を示す核が増加した∴ 一一 方, 6 A N処理 で は培養20時間で は,
ク ロ マ チ ン の 濃縮や 凝集は認め ら れ ず, むし ろ核 の 膨潤化が観
察さ れ た ( 図9 C).
考 察
DIJ ･ α ･A A A は, 興奮性 ア ミ ノ 酸で ある グル タ ミ ン 酸の 類似物
質であり, 大脳, 小脳, 網膜の アス ト ロ ダリ ア(a stroglia) に
対す る選択的な グリ ア毒 と し て知 ら れ て い る
24 卜 2 9)
. 今 臥 そ
の 毒性の 分子機序を探る目的で C 6 グリ オー マ 細胞を用い , グ
ル タ ミ ン酸と の構造類似性か ら, GS H枯渇 ･ R O Sの 蓄積の 観
点 か ら検討 を加えた . D Lα 功 AA(10m M) 処理 に より , C 6
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グ リ オ ー マ 細胞 は培養14～ 16時間以 降死滅 し始め , 24～ 3 6時
間で は 大部分 の 細胞 が死 滅 した . G S H EまD L- α -A A A添加後速
や か に減少 し培養後 16時間以降ほ ぼ 完全 に枯渇 し た . G SIiの
枯渇 に伴 い R OS特 に H202の 蓄積 が認 め られ た . C 6 グリ オー
マ 細胞 で は D La -A A A が グル タ ミ ン酸 と 同様
35
s- シス チ ン の 取
り込 み を阻害 6) し , D しa - A A Aの 細 胞死 は シ ス テ ン (0.5-
1.Om M) の 同時添加 に より完全 に抑えら れ る. こ の こ と か ら ,
D IJ α rA A A毒性機序 は シス チ ン / グル タ ミ ン 酸交換輸送系を介
した シ ス テ ン 取り込 み の 阻害 に よ る G S H合成 の 抑制 (取り込
ま れ た シ ス テ ン は細胞内で シス テ イ ン に還元 され , GSH 合成
に使わ咋る) で あ る こ と が 強く示唆さ れ た ( 図10). 次 に ,
G S H枯渇以降 の R O Sの 産生 ･ 消去系 に お ける バ ラ ン ス の 崩壊
に基 づく細胞障害 に つ い て 細胞膜, 核そ れ ぞ れ に検討 した . 細
胞膜 の 酸化的障害 の 程度をL P O につ い て検 討 した と こ ろ , D し
α TA A A処理後 , G S Hの 枯渇お よ び R O Sの 蓄積 と 時を同 じく し
て, LP Oの 蓄積量 は対照の約 2倍 であっ た . 更 に H 33258 によ
る核 D N A像を観察 し た と こ ろ , 核 の 濃縮 , 凝集, 断片化 が起
こ っ て い る こと が 明らか にな っ た . この D I: α,A A A に よ る細胞
死や細胞障害の す べ て が , ラ ジカ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー や 抗酸化剤
に より完全 に抑制 さ れ る こ とか ら, この グリ ア細胞死 に は R O S,
特 に H202の 関与 が強く示唆8)され た. 最近同様 な メ カ ニ ズ ム に
より D Lα 功A A が網膜 ミ ュ ー ラ ー 細胞 (グリ ア 細胞) を障害す
る こ と が 報告 され て い る7) 30)
6-A N は! 補 酵素 N A I), N A D P の構成成分で ある ど タ ミ ン B
群の 一 種 N A の類似物質であり, 大脳 , 脳 幹, 脊髄 の アス トロ
ダリ ア に対す る選択的 な ダリ ア毒 と して 知 られ て い る1 那 15) 31)
6TA N誘発細胞死 は D I, α ,A A A と比較する と 1) 細胞死が比較的
ゆ っ くり生 じ, か つ , 細胞死 の形態が異 な る. 2)G S H の減少が
中等度 であ る . 3)R O S や L P Oの 蓄積 は認 め ら れ な い . 4) 核
D NAの 染色像 にお い て , 濃縮 , 凝 乳 断片化が観察され ない .
5)ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー の 細胞死抑制効果が認 め ら れ ない .
以 上 の 違い は こ の 6 A Nの 細胞死 は GS H減少 , R O Sの 蓄積 に よ
る酸化的ス ト レ ス が主原因である と は考えにく い こ と を示唆す
る. そ こで 別 の メ カ ニ ズ ム と して , N A D P Hの 主要産生糸であ
る ペ ン ト ー ス リ ン酸 回路
15) 24) に お け る6-P Gの 細 胞内濃度を測
定 し た と こ ろ , 6rA N処理 で数 10倍 の 蓄積 が認め ら れ た . 次 に
この 異常 な 臥P Gの 蓄積 が そ の 構造類似性か ら G-6-P以降の解糖
系を抑制する の で は な い か と い う想定の 下 に , 細 胞内A T P含量
を測定 した と こ ろ , 培養20時間で対照の 5分の 1以下 に減少 し,
その 後ほぼ 完全 に枯渇 した . 因に, D しα rA A A処 理で は A TPの
減少 は30～ 4 0% と軽 ～ 中等度 に と どま っ た . こ れ ら 6-A N誘発
性諸変化 は, す べ て1 ～ 5m M の N A に より完全 に対照 レ ベ ル に
回復 した . こ れ ら の 事実 は6 功N添加 に より細胞内で 6- ア ミ ノ ー
N A D P が作 られ , & P G代謝の 阻害と蓄積 によ る解糖系ひ い て は
ク エ ン酸 回路 の 抑制 に よ るA T P合成の 阻害が , こ の 6-A N毒性
の 主原因 であ る こ と を示唆す る (図10). こ の A T Pの 枯 渇が
種々 の 輸送系 の 障害を招来 し, 細胞 や核 の異常な膨潤 とな っ て
細胞死 に到る の で は ない か と考えられ る . ま た , 6-A N に よ る
中等度 の G S H減少は N A D P H産生 の抑制 に よ る もの と思 わ れ
る.
席後に , グリ ア毒 の グ リ ア細胞選択性に つ い て 言及 したい .
D しα -A A A につ い て は , 上 述 の シ ス チ ン/グ ル タ ミ ン 酸 交換輸
送系の 細胞発現 に つ い て の報告 に よ る と , ク ロ ー ン 化細胞 と し
て は C 6 グ リオ ー マ 細胞
6)
, N 18-R ElO5細胞32)(N 18ニ ュ ー ロ ブ
ラス ト ー マ ー ラ ツ ト網膜 ハ イ ブ リ ッ ド細胞), 新生 ラ ッ ト大脳
皮質由来 の ア ス ト ロ サ イ ト (astro cyte)
33)
, オ リ ゴ デ ン ドロ サ
イ ト (01igode ndr o cyte) 34)お よ び成熟網膜 ミ ュ ー ラ ー 細胞7)な
どが知 ら れ て い る. 胎児 ニ ュ ー ロ ン 35)を除 い て は , 神経細胞で
の 発現 は今 の と こ ろ 無 い . 次 に6-A Nの グリ ア細胞選択性 につ
い て の 報告 は皆無 であり, 今 回の 実験結果 に基づき N A DP H産
生に お ける 代謝系, 酵素系 の 遠 い に よ る と考え, 現在検討 して
い る所 で ある .
結 論
グ リ ア細胞 に選択的な細胞障害を起 こ す物質, す なわ ち グリ
ア毒 の うち D しα ,A A Aと 6AN の毒性機序を探 る目的で C 6 グ
リ オ ー マ 細胞 をモ デ ル 系 と して培養実験を行なっ た .
1 . 10m M D IJ α A A Aの 添加 に よ り, C 6細胞 は培養14､ 16
時 間以降細胞が萎縮 し始 め , 2 4～ 3 6時間で ほ と ん どの
細胞 が死滅 した . 一 方 , 6rA Nの 添加 で は , 培養24時間
以降細胞 は膨潤 し始め , 48時間で約6 5% が死滅 した.
2
.
DI/ α 通A Aの 添加後, 速や か に 細胞内G S H が減少 し培
養8時間 で対照値 の 約20 %, 16時 間で 10 %, そ れ以後枯
渇 した . 一 方 , 6血 の 添加で は , G S Hの 減少 は比較的
ゆ っ く りと生 じ, 8時間で 対照億 の 50‰ 16時間で40%,
24時 間で25% に減少 し た.
3 . G S H減少後の R O S蓄積をD C F産生量で検討 し た と ころ,
D Lα rA A A添加 で は培養16時間で対照 の 約3倍 と 増加 し
た. 一 方, 6rA N添 加で は, い ず れの 時期 でもD C F蓄積
は認 められなか っ た .
4 . 膜の 過酸化脂質量を測定 した と こ ろ , D しα A A A添加で
は, 培養16時間で対照の約2倍と増加 した , 一 方, 鋸Ⅲ
の 添加で は , い ずれ の 時期 にお い て も有意な過酸化脂質
の 蓄積 は認 め られ な か っ た .
5 . 抗酸 化剤 で ある ど タ ミ ン E (1 00〟 M) の 同時添加で ,
DI,, α -A A A誘発細胞死 は抑制 さ れ た . 一 方 , 6-A N誘発
細胞死 は N A(1-5m M) の 同時添加で抑制 され た.
6 . 臥A Nの 毒性機序を探る目的で生体の 主要な N A D P H製造
過程 であ る ペ ン ト ー ス リ ン 酸 回路の うち, 6-P Gの 細胞
内濃度を測定 した と こ ろ , 6-A N添加 で は2 0時間で対照
値 の 約30～ 50倍 と著明に増加 し た. こ の 異常 な 6-P G蓄
積は N Aの 同時添加 に よ り完全に抑制 され た .
7 . 細胞 内A T P含量を測定 し た と こ ろ, 6-A N添加で は培養
20時間で対照値 の 20%以下 に減少 しそ の 後枯渇 した . こ
の A T P枯渇 は N Aの 同時添加 に よ り完全 に対照備 に復 し
た.
8 . 核 D N Aの 染色像を観察 した と こ ろ , D しα ,A A A添加 で
は培養14⊥ 16時間で核の 濃縮 , 凝集, 断片化が 認 め ら
れ , そ れ 以 降異常核の 数 が 増大 した . 一 方 , 6-A N処理
で は核 の 濃縮 , 凝 集, 断片化が 認 め ら れず む しろ 異常な
膨潤化を示 した.
9 . D L･ a -A A Aの 毒性機序 と して は , シ ス テ ン/グ)t/ ダ ミ ン
酸交換輸送系を介 した G S E の枯渇, R O Sの 発生 に基づ
く酸化的 ス ト レス に よ る もの と思 わ れ た .
10. 6 A N の毒性輝序 と して は , N A D P H産生系の阻害に より
ベ ン ト ー ス リ ン 酸 回路 の代謝物質6-P G の異常音構お よ
び そ の事穂 に よ る解糖系 の 阻害に基 づく A Ⅲ)の 枯 渇に よ
るも の と思 わ れた .
グ リ ア毒 によ る グリ ア細胞死
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A bstra ct
Toinve stlgate a Ce11ula ror m ole c ular m eChanism fo rglialc ell deathafte rtr e atm e n t ofgliotoxins, D L- α -a min o adipic acid
(D し α - A A A)and 6- amino nicotin amide(6- A N). C6gliom a c ells we re used as aglialc ellm odel in vitro. A ddition oflO m M
D L α 一A A A in the m ediu mindu ced delayedtype ce11 de athof C 6glio ma cels.･T he c e11s bega nto sh rink at1 4-16hr after
treatm ent andthere afte ralm osta11c e11s died afte r2 4-36hrin c ubatio n. Additio n ofl m M 6-A Ninthe m edium alsoindu c ed
delayedty pe c ell death ofC6gliom a ce11s. The cells began t o s w ellat 20-2 4 hr aftertr eatm e nt and about65% ofc ellsdied
after 4 8 hrincubation ･ T he c ellularlevel ofglutath ione(GS H) w as r叩idly de c re ased by D しα 一 A A Atreatm e nt a nd w as
C O mPletely depleted16 hr afte rtre atment･ Furthe rm Ore the c ellular le v el of G S Hafte r6- A Ntre at m ent wa sslowly decr ea sed
and w asal)Out 25% ofthe c o ntro1 24 hr after tr e atm e nt. Re a ctiv e o xy gen species(R O S)w ere a c cu m ulated abo ut3-fbld in
inc ubation ofD L- α - AA A
,
Whereas no slgni丘ca nt accu mulatio n of R O Sc ouldbe senduring 6- AN tre at me nt･ Me mbra n e
lipidpero xide(L PO)w asalso acc u m ulatedtw o fbld afterD し α - A A A butno t6- A N. T he c elide ath indu c ed by D しα - A A A
W aSC O mPletelyblockedby co existe n ceofvita min E(100FL M)･ A d dition of 6- A N indu c ed a dr a sticin c reas e(3 0-50fbld)in
the c e11ular1e vel of6-Pho sphogluc onate(6- PG), Which is a m e tabolitein the pe nt os ephosphate cycle. Fu rthe r more, the
Cellularle v el of A T Pw asr apidly decre as ed after6-A N and w as alm o s tdepleted 20hr afte rtr e atm e nt. T he c ell de ath and
biochemicalchangesindu c ed by 6
- A Nw ere c om pletelyblocked a nd res to redto c ontrol le v el by c o e xiste n c eofnico tinami de
(l-5m M), r eSPeCtively･ Impairm e nt Ofn u cle ar D N Aafte rD L- α - A A Ae xposu re w as re v e aled by chrom atin c o nde ns a tion
With D N A 丘agm e ntations･ In contrast, the e xposu reof6- A N didno tinduce n u cle arC O ndensation with D N A fragm e nt atio n s,
butdid induce abn orma1y s wo11en nucleiafte rtre atme nt･ Take n alltogether, the data strongly s uggest that･the D L- α A A A
Ce11 death is due to G S H depletio nthr ough cystin e/glutam ate an tlPOrte r a nd R OS a ccu mulation le ading too xidativ estres s,
Wher e a sthe 6- AN c e11 death is due to 6- P Gac c um ulation throu ghinhibition of N A D P H depe nde nt e n zym e a nd A TP
depletio nleadingtodistutba nce oftran sportfor v ario usion s.
